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利用Aldol反应合成新型同位素内标β-羟基-β-甲基丁酸钙-D6

郭 会*， 陈武炼
（上海安谱实验科技股份有限公司，上海 201600）

摘要： β-羟基-β-甲基丁酸钙作为食品添加物已得到广泛应用，为了准确检测该添加物在各种复杂食品基质中的

含量，开发同位素稀释质谱法具有重要意义，而同位素内标是该方法所必需的基准物质。基于此背景，本文研究

了一种新型同位素内标β-羟基-β-甲基丁酸钙-D6及其合成方法。以丙酮-D6作为同位素来源，与乙酸乙酯经过

Aldol反应形成β-羟基-β-甲基丁酸乙酯-D6（1），再经过酯水解反应形成β-羟基-β-甲基丁酸-D6（2），最后和氧化钙

成盐制成β-羟基-β-甲基丁酸钙-D6（3）。以消耗的乙酸乙酯计算化合物 3的总产率可达 80%。化合物 3产品结

构、纯度和氘同位素丰度经核磁共振波谱（NMR）、高效液相色谱（HPLC）和质谱（MS）表征确定，β-羟基-β-甲基丁

酸钙-D6的化学纯度为 98.68%，氘同位素丰度为 99.86% D（原子分数），均高于 98%，可为检测行业提供同位素内

标，用于开发新的同位素稀释质谱法检测食品中β-羟基-β-甲基丁酸钙的含量，还可制定新的β-羟基-β-甲基丁酸

钙的检测标准。
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Synthesis of New Isotope Internal Standard Calcium
β-Hydroxy-β-methylbutyrate-D6 by Aldol Reaction
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Abstract: Calcium β-hydroxy-β-methylbutyrate has been widely used as a food additive. It is important
to develop isotope dilution mass spectrometry in order to accurately detect the content of this additive in
various complex food matrices. The isotope internal standard is the necessary reference material for the
method. Based on this background, the synthesis method of a new isotope internal standard, calcium
β-hydroxy-β-methylbutyrate-D6(1), was investigated. The acetone-D6 was the source of the isotope
deuterium. First, acetone-D6 and ethyl acetate undergo an Aldol reaction to form β-hydroxy-β-
methylbutyrate ethyl ester-D6. Then through ester hydrolysis reaction to form β-hydroxy-β-
methylbutyric acid-D6(2). Finally, calcium β-hydroxy-β-methylbutyrate-D6(3) was prepared by β-
hydroxy-β-methylbutyric acid-D6 and calcium oxide. The yields of deuterium-labeled calcium β-
hydroxy-β-methylbutyrate-D6 was 80% based on acetone-D6 consumed. The structure, chemical purity
and deuterium isotopic enrichment of the product were identified by NMR, HPLC and MS to be the target
compound. The chemical purity of calcium β-hydroxy-β-methylbutyrate-D6 was 98.68%, and the
deuterium isotopic enrichment was 99.86 % D(atom fraction). The chemical purity and deuterium isotopic
enrichment were higher than 98%. It can provide an isotope internal standard for the detection industry to
develop new isotope dilution mass spectrometry for the determination of calcium β-hydroxy-β-methylbutyrate
content in food and establish a new detection standard for calcium β-hydroxy-β-methylbutyrate.
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1988年， STEVEN等[1]首次发现β-羟基-β-甲
基丁酸（β-hydroxy-β-methylbutyric acid， HMB）为
一个含五碳的有机酸，是亮氨酸在体内通过其代

谢产物α-酮异己酸产生的一种衍生物。随后的研

究发现， HMB具有减少肌肉损伤、促进蛋白质合

成、维护细胞膜完整性和增强机体免疫等生物学

功能[2-4]。由于 HMB性质较为活泼，商业化产品

通常以钙盐形式存在，即β-羟基-β-甲基丁酸钙

（Calcium β-hydroxy-β-methylbutyrate， CaHMB），
以便于储存与使用[5]。

CaHMB广泛应用于保健品、医疗和健身等行

业，如《GB 24154-2015食品安全国家标准 运动营

养食品通则》[6]和《GB 29922-2024特殊医学用途

配方食品通则（征求意见稿）》[7]均规定 CaHMB
可作为食品添加物，并规定了每日食用量，但未公

布 CaHMB 的检测方法，目前也并无相应的国家

标准。已发表的 CaHMB检测方法主要有气相色

谱法[8]、气相色谱-串联质谱法[9]、高效液相色谱

法[10-12]和高效液相色谱-串联质谱法[13-14]。随着

可添加CaHMB的食品种类越来越多，现有检测方

法在应对不同食品基质中 CaHMB的含量检测时

可能会出现较大缺陷。基于同位素稀释质谱法

（Isotope dilution mass spectrometry， IDMS）能够

显著降低基质效应，并且具有精确度高、灵敏度高

和可靠性好等优点[15]，开发 IDMS法检测食品中

CaHMB的含量将具有重要意义。IDMS法需要同

位素标记物作为内标 ，但目前市场上并没有

CaHMB的同位素内标，因此，首先需要开发合适

的同位素标记的 CaHMB，为检测行业开发 IDMS
法检测食品中 CaHMB的含量并制定标准提供同

位素内标。

稳定同位素氘标记化合物的合成通常有两种

策略：氢氘交换和以氘标记化合物作为起始原料

进行合成。对于氘标记的 CaHMB，核心是合成氘

标记的HMB，而氢氘交换策略则较难实现。因此，

本研究以氘标记化合物作为起始原料进行合成，

该策略的核心是选择最合适且价廉易得的氘标记

化合物作为起始原料，以最简单的合成路线实现

氘标记目标化合物的合成。

张小卫[8]、黄雨晴等[16]分别报道了 HMB的

化学合成方法。目前最常见的主要有氧化法和

Reformatsky反应。氧化法无论是采用过氧乙酸还

是次氯酸钠，起始原料均为二丙酮醇，但是氘标记

的二丙酮醇没有市售产品，因此氧化法难以实现

氘标记HMB的合成。Reformatsky反应是通过溴

乙酸乙酯先和锌粉形成有机金属卤化物，再和丙

酮形成HMB-乙酯，然后水解得到HMB，该方法可

以将丙酮或溴乙酸乙酯替换成氘标记的丙酮或溴

乙酸乙酯，即可合成得到氘标记的HMB，但是需要

用到易制爆的锌粉，危险性较大。习宁等[17]报道

了一种利用Aldol反应合成HMB的方法。以丙酮

和乙酸乙酯为原料，先通过Aldol反应形成HMB-
乙酯，然后水解得到HMB。同理，换成氘标记的丙

酮或乙酸乙酯，即可合成得到氘标记的HMB。该

方法简单，不需要使用易制爆试剂，危险性小，是

合成氘标记HMB的最合适方案。

在确定合成方案后，需考虑选用氘标记丙酮

还是氘标记乙酸乙酯。从原子经济性角度考虑，

优先选择氘标记丙酮。因此，最终确定以丙酮-D6
作为起始原料引入稳定同位素氘，首先和乙酸乙

酯发生Aldol反应得到β-羟基-β-甲基丁酸乙酯-D6
（1），然后酯水解得到β -羟基 -β -甲基丁酸 -D6
（HMB-D6， 2），最后和氧化钙成盐制成β-羟基-β-
甲基丁酸钙-D6（3），合成路线如图 1所示。

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

400 MHz型核磁共振仪（德国 Bruker公司，

D2O为溶剂， DSS为内标）； Vanquish型液相-TSQ
Quantis 三重四极杆质谱联用仪（美国 Thermo
Fisher公司）； LC-20A型高效液相色谱仪（日本岛

津公司，液相色谱所用色谱柱为 Athena C18-WP
型液相色谱柱： 250.0 mm×4.6 mm， 5 μm）； TRACE
1300型气相色谱仪（美国 Thermo Fisher公司，气

相色谱所用色谱柱为 CD-5 气相毛细管色谱柱：

30.00 m×0.25 mm×0.25 um，固定相为聚（5%二苯基/
95%二甲基，质量分数）硅氧烷； Z-5000型原子吸

收分光光度计（日立公司）； FD-1D-50+型真空冷
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冻干燥机（博医康（北京）仪器有限公司）。

丙酮-D6、重水：99.90% D（原子分数，下同），

（美国 CIL公司）； CaHMB标准品（上海安谱实验

科技股份有限公司）；钙离子标准溶液（1000 mg/L，
国家标准物质中心）。其余所用试剂均为分析纯。

1.2 合成

（1） 化合物 1的合成

氮气保护下，将 50 mL 三口圆底烧瓶置于

–78 ℃ 下，用注射器加入双三甲基硅基胺基锂

（LiHMDS）， 1.0 mol·L–1 THF 溶液（10.0 mL，
10.0 mmol），用注射器逐滴滴加乙酸乙酯（1.0 mL，
10.0 mmol），滴加完成后在–78 ℃下搅拌 1 h，用注

射器逐滴滴加丙酮-D6（1.0 mL， 12.0 mmol），滴加

完成后在–78 ℃ 下搅拌反应 1 h，反应结束后，在

–78 ℃下滴加稀盐酸溶液（10.0 mL， 2.0 mol·L–1），
恢复至室温，乙酸乙酯（3×50 mL）萃取，合并有机

相后用饱和碳酸氢钠溶液洗涤 1次，有机相用无水

硫酸钠干燥，通过硅藻土过滤，滤液减压旋蒸去除

溶剂得到 1.45 g化合物 1：淡黄色油状液体，产率

95%，无需纯化直接用于下一步反应。

（2） 化合物 2的合成

在 100 mL 单口圆底烧瓶中加入化合物 1
（1 .45 g， 9 .5 mmol），水（20 mL），氢氧化钠

（800 mg， 20.0 mmol），室温搅拌反应过夜，反应结

束后，滴加稀盐酸溶液（2.0 mol·L–1）调节反应液的

pH值为 4左右，乙酸乙酯（3×50 mL）萃取，合并有

机相，有机相用无水硫酸钠干燥，通过硅藻土过

滤，滤液减压旋蒸去除溶剂得到 1.11 g化合物 2：
淡黄色油状液体，产率 94%，无需纯化立刻用于下

一步反应。

（3） 化合物 3的合成

在 100 mL 单口圆底烧瓶中加入化合物 2
（1.11 g， 9.0 mmol），乙醇（40 mL），氧化钙（252 mg，
4.5 mmol），加热至回流搅拌反应 2 h（开始时溶液

呈混浊状态，加热后溶液逐渐变澄清），再加入

200 mg活性炭，继续回流搅拌 1 h，趁热通过硅藻

土过滤除去活性炭，滤液减压旋蒸去除溶剂，用真

空冷冻干燥机冻干得到 1.12 g 化合物 3：白色固

体，产率 90%；化学纯度： 98.68%；氘同位素丰度：

99.86% D； 1H NMR（D2O， 400 MHz） δ： 2.33（s，
2 H， —CH2—）； 13C NMR（D2O， 100 MHz） δ：
180 .74（—CO—）， 69 .70（—COH）， 49 .21
（—CH2—）， 26.52~27.55（hept， —CD3）； MS（ESI）
m/z：calcd for C5H3D6O3{[M–1/2Ca–H]–}123.09，
found 123.12。

2 结果与讨论

2.1 Aldol反应条件分析

第一步丙酮-D6和乙酸乙酯发生 Aldol反应

得到化合物 1是最关键的反应， Aldol反应的催化

剂种类繁多，本工作参考文献[17]选择双三甲基硅

基胺基锂（LiHMDS）作为催化剂，在此基础上优化

了反应温度、反应时间和丙酮-D6的投料量，从而

以最优产率获得化合物 1。
根据 Aldol 反应机理，应先将乙酸乙酯和

LiHMDS进行一定时间（t1）的反应形成烯醇负离

子，再和丙酮-D6进行一定时间（t2）的反应才能获

得化合物 1。因此，固定乙酸乙酯（1.0 eq.）和
LiHMDS（1.0 eq.）用量，考察反应温度（T）、反应时

间（t1和t2）和丙酮-D6的投料量对化合物 1产率的

影响（产率通过气相色谱面积归一化法检测确

定），结果列于表 1。结果表明，随着温度的升高

（Entries 1~4），产率逐渐下降，其原因可能是烯醇

负离子随着温度的升高稳定性下降，同时温度升

高会使生成的化合物 1失去一分子水形成副产物

α，β-不饱和羰基化合物[18]；乙酸乙酯和 LiHMDS
的反应时间须达到 1 h以上，这可能是提前加入的

丙酮-D6会和LiHMDS反应形成烯醇负离子，使副

产物变多，在乙酸乙酯和LiHMDS充分反应 1 h后
加入丙酮-D6 继续反应，随着反应时间的延长，

化合物 1的产率逐渐升高，当进行到 1 h后，反应

基本结束，产率达到最大，继续延长时间，对产率

的影响不大（Entries 5~9）；增加丙酮-D6投料量，化

图 1 化合物 3的合成路线

Figure 1 The synthetic route of compound 3
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合物 1的产率会提高，当投料量为 1.2 eq.时，产率

达到最大，继续增加投料量，对产率基本没有影响

（Entries 10~14）。综合以上结果，优选条件为乙酸

乙酯（1.0 eq.）和 LiHMDS（1.0 eq.）在–78 ℃ 下反

应 1 h，再加入丙酮-D6（1.2 eq.）继续在–78 ℃下反

应 1 h，以 95.1%的最优产率得到化合物 1。

2.2 化合物 3的结构表征

对合成得到的化合物 3 分别进行了核磁氢

谱、核磁碳谱、质谱和钙离子含量表征，并和市售

CaHMB标准品进行对比，以此确证结构。CaHMB
和化合物 3的1H NMR和13C NMR对比谱图分别

如图 2~3所示。从图 2 1H NMR对比谱图可以看

出，化学位移 1.26（s， 6H）处的甲基吸收峰消失，

表明结构中两个甲基上共 6 个氢全部被氘取代；

从图 3 13C NMR对比谱图可以看出，化学位移 28
处为甲基上碳的吸收峰，当甲基氢全部被氘取代

后，根据 2ni+1规则，甲基上碳的吸收峰会裂分为

七重峰，同时由于失去了氢对碳的 NOE效应，所

以该七重峰信号较弱，如图 3中局部放大图所示，

在δ 26.52~27.55处观察到信号较弱的七重峰。根

据核磁氢谱和碳谱数据，证明化合物 3 的结构为

CaHMB-D6。经LC-MS/MS检测， CaHMB和化合

物 3的MS（ESI）对比谱图如图 4所示。在负离子

模式下， CaHMB的分子离子峰为[M–1/2Ca–H]–=
117.09，化合物 3的分子离子峰为[M–1/2Ca–H]–=
123.12，两者相差 6，进一步证明化合物 3的结构为

CaHMB-D6，以消耗的同位素原料丙酮-D6计算，

CaHMB-D6的收率达到 80%。参考文献[19]报道的

原子吸收光谱法测定化合物 3中的钙百分含量为

13.78%，和理论值 13.99%相符。

2.3 化合物 3的HPLC纯度分析

测试条件 ：色谱柱为 A t h e n a C 1 8 -WP
（250.0 mm×4.6 mm， 5 µm），流动相为 0.05 mol·L–1

磷酸二氢钾和乙腈的混合溶液（磷酸二氢钾∶乙腈

=95∶5， V∶V），用磷酸溶液调节 pH值为 3.0，样

表 1 Aldol反应条件优化
Table 1 Optimization of Aldol reaction conditions

Entry 丙酮-D6/eq. t1/h t2/h T/℃ 产率/%

1 1.0 1 1 –78 90.6

2 1.0 1 1 –40 85.2

3 1.0 1 1 0 62.4

4 1.0 1 1 25 50.8

5 1.0 0.5 0.5 –78 42.4

6 1.0 0.5 1 –78 46.5

7 1.0 1 0.5 –78 76.9

8 1.0 1 1 –78 90.6

9 1.0 1 1.5 –78 90.7

10 1.0 1 1 –78 90.6

11 1.1 1 1 –78 92.7

12 1.2 1 1 –78 95.1

13 1.3 1 1 –78 95.0

14 1.4 1 1 –78 95.1

图 2 CaHMB和化合物 3的1H NMR谱图

Figure 2 1H NMR spectra of CaHMB and compound 3
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图 3 CaHMB和化合物 3的13C NMR谱图

Figure 3 13C NMR spectra of CaHMB and compound 3

图 4 CaHMB和化合物 3的MS（ESI）谱图

Figure 4 MS(ESI) spectra of CaHMB and compound 3
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品用流动相溶解，进样量为 10 μL，检测器为 DAD
（210 nm），柱温为 35 ℃，流速为 1.0 mL·min–1，面积

归一化法得到化合物3的HPLC纯度为98.68%。

2.4 化合物 3的氘同位素丰度分析

化合物 3的氘同位素丰度采用“简易质量簇”

法进行测定。首先在 LC-MS/MS上通过 SCAN模

式测得如图 4所示的全扫谱图，通过子离子扫描确

定化合物 3 的定量离子对为 123→59，然后在

MRM模式下测得定量离子对 123→59， 122→59，
121→59， 120→59， 119→59， 118→59， 117→59
各自的峰面积（A， D i），并将其分别近似等于

CaHMB-D6， CaHMB-D5， CaHMB-D4， CaHMB-D3，
CaHMB-D2， CaHMB-D1， CaHMB-D0的峰面积，

基于“质谱峰强度与分子数成正比例关系”这一检

测基础，归一化得到 D6~D0各自的同位素丰度百

分比Ri（%），数据如表 2所示。

通过公式计算得到化合物 3的氘同位素丰度

为 99.86% D，和原料丙酮-D6 的氘同位素丰度

（99.90% D）相比，合成过程没有出现同位素丰度

明显稀释的现象。

3 结论

本文报道了一种新型同位素内标β-羟基-β-
甲基丁酸钙-D6（3）及合成方法，以丙酮-D6为起始

原料和同位素来源，首先和乙酸乙酯发生Aldol反
应得到化合物 1，然后通过酯水解反应得到化合物

2，最后和氧化钙成盐制成化合物 3。通过优化关

键步骤Aldol反应的条件，能够以 80%的总产率得

到 CaHMB-D6。该合成方法同位素原料价廉易

得，合成过程简单，每步中间体均无需纯化即可直

接用于下一步，最终产品产率高，且化学纯度和氘

同位素丰度均在 98%以上。整个合成路线未出现

同位素丰度明显稀释现象，满足同位素内标的使

用要求，可以作为同位素内标，帮助检测行业开发

新的同位素稀释质谱法检测食品中 CaHMB的含

量，以及制定新的CaHMB检测标准。
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